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1. RESUMEN 
  
Pseudomonas veronii R4 es un nuevo aislado bacteriano que ha sido identificado 
previamente desde un panel de Pseudomonas ssp. fluorescentes con actividad nematicida. En 
particular, P. veronii R4, presenta actividad nematicida contra el fitopatógeno Xiphinema index, 
nematodo de importancia comercial en viticultura, debido a que es el principal vector del virus de 
la hoja en abanico de la vid (GFLV). Tras su caracterización y secuenciación de su genoma, se ha 
propuesto que esta actividad antagonista sobre X. index se debería a una batería enzimática que 
consiste en al menos una proteasa (AprA), una lipasa (LipA) y una fosfolipasa (ExoU). Con el 
objetivo de evaluar y confirmar la actividad nematicida de estas enzimas, en este trabajo de Tesis 
se clonaron los genes aprA, lipA y exoU (que codifican para las enzimas antes mencionadas) en 
vectores de entrada y expresión de la serie Gateway, utilizando como hospedero heterólogo la 
bacteria Escherichia coli BL21(DE3). La sobreexpresión de las proteínas recombinantes en el 
sistema de expresión produjo agregados de proteínas recombinantes, las cuales se debieron 
solubilizar y renaturalizar. Ensayos enzimáticos de extractos de enzimas recombinantes, AprA, 
LipA y ExoU, en los sustratos gelatina, tributirina y sangre, respectivamente, evidenciaron la 
funcionalidad de estas enzimas.  
 Finalmente, la exposición de X. index frente a los extractos de proteínas enriquecidos con 
las enzimas AprA (500 µg/mL), LipA (50 µg/mL) y ExoU (50 µg/mL) recombinantes 
provocaron pérdida de movilidad mayor a 90% después de 2 h de incubación a temperatura 
ambiente, evaluado a través de ensayos in vitro. Concordantemente, se observaron, mediante 
microscopia electrónica de barrido, daños estructurales en la cutícula, deshidratación y 
exposición de tejidos internos de los nematodos expuestos a los extractos de enzimas 
recombinantes.   
Los resultados obtenidos permiten confirmar que la actividad nematicida de la bacteria es 
causada por al menos las enzimas AprA, LipA y ExoU de R4, lo que además representa 
proyecciones de estas enzimas para su aplicación biotecnológica.  
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ABSTRACT 
 
Pseudomonas veronii R4 is a new bacterial isolate that has been previously identified 
from a panel of fluorescent Pseudomonas ssp. with nematicidal activity.  In particular , P. veronii 
R4, has nematicidal activity against the phytopathogen Xiphinema index, a nematode of 
commercial importance in viticulture, because it is the main vector of the grapevine fanleaf  virus 
in the vine (GFLV). After characterization and sequencing of its genome, it has been proposed 
that this antagonistic activity on X. index would be due to an enzymatic battery consisting of at 
least one protease (AprA), a lipase (LipA) and a phospholipase (ExoU). In order to evaluate and 
confirm the nematicidal activity of these enzymes, in this Thesis , the genes aprA, lipA and exoU 
(encoding the aforementioned enzymes) were cloned into input and expression vectors of the 
Gateway serie system , using the bacterium Escherichia coli BL21 (DE3) as an heterologous host 
.The overexpression of the recombinant proteins in the expression system produced aggregates of 
recombinant proteins, which had to be solubilized and renatured. Enzymatic assays of 
recombinant enzyme extracts, AprA, LipA and ExoU, on gelatin, tributrin and blood substrates, 
respectively, evidenced the functionality of these enzymes. 
 
Finally, the exposure of  X. index to proteins enriched with the enzymes AprA (500 μg / 
mL), LipA (50 μg / mL) and ExoU (50 μg / mL recombinant resulted in loss of mobility greater 
than 90% after 2 h of incubation at room temperature, evaluated by in vitro assays. Accordingly,  
structural damage to the cuticle, dehydration and exposure of internal tissues of nematodes 
exposed to recombinant enzyme extracts were observed  by scanning electron microscopy. 
The results obtained confirm that the nematicidal activity of the bacteria is caused by at 
least the enzymes AprA, LipA and ExoU of R4, which also represents projections of these 
enzymes for their biotechnological application. 
 
 
  
 
 
12 
2. MARCO TEÓRICO 
 
2.1 Usos de bacterias en control biológico 
 
 Las bacterias han sido durante décadas modelo de estudio debido a sus potenciales usos 
en la biotecnología. Bacterias pertenecientes a los géneros Pseudomonas y Bacillus, han sido 
descritas como antagonistas de importantes patógenos que afectan a cultivos de importancia 
económica (Hallmann y Berg, 2006) y han sido utilizadas como agentes biocontroladores contra 
hongos, bacterias y nematodos (Adhikari et al., 2015). Diversas bacterias del género 
Pseudomonas cumplen un rol importante en el biocontrol, debido a la amplia diversidad de 
compuestos bioactivos que producen, controlando fitopatógenos del suelo y además promoviendo 
el crecimiento vegetal (Cachignia et al., 2013). En la literatura existen variados ejemplos, como 
lo descrito por Ramamoorthy et al., (2002), donde la aplicación al suelo de P. protegens CHA0 
induce resistencia sistémica frente a la inoculación con el virus de necrosis en tabaco (TNV). 
Otro ejemplo es la reducción en un 17 % de la infección por pudrición en raíz en vid „Thompson 
Seedless‟, causadas por Fusarium oxysporum, Macrophomina phaseolina y Rhizoctonia solani, 
producto de la aplicación de Pseudomonas fluorescens NCR10 (Ziedan et al., 2008). 
Reciententemente, Guo et al., (2016) aislaron P. putida 1A00316 desde la Antártica; esta cepa se 
caracterizó debido a que presenta alta eficiencia nematicida contra el fitopatógeno Meloidogyne 
incognita, tanto en condiciones in vitro como en invernadero. Este estudio realizó un análisis de 
genómica comparativa, obteniendo como resultado que esta cepa secreta factores nematicidas 
similares a los descritos en Pseudomonas fluorescens. 
La capacidad biocontroladora observada en bacterias del género Pseudomonas se atribuye 
inicialmente a los antibióticos producidos por éstas. Entre ellas destacan la pioluteorina (Plt), la 
pirrolnitrina (Prn), el ácido fenazina-1-carboxílico (PCA) y el 2,4- diacetilfloroglucinol (2,4 
DAPG) (Castañeda et al., 2016). Este último, antibiótico de amplio espectro, es producido por P. 
protegens CHA0 y tiene propiedades anti-fúngicas, anti-bacterianas, anti-helmínticas y 
fitotóxicas (Cachignia et al., 2013).  
 Estudios posteriores han demostrado que la actividad biocontroladora puede estar 
vinculada, además, a enzimas hidrolíticas extracelulares (exoenzimas). Esto podría encontrarse 
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principalmente en cepas bacterianas pertenecientes al grupo de P. fluorescens, que han sido 
descritas como agentes biocontroladores de fitopatógenos fúngicos (Fusarium oxysporum, 
Gaeumannomyces graminis, Rhizoctonia solani), de bacterias (Erwinia carotovora) y nematodos 
(Meloidogynes spp.). Entre las enzimas que secretan estas bacterias se encuentran diferentes 
exoenzimas, tales como la metaloproteasa AprA y la fosfolipasa ExoU (Loper et al., 2012). En la 
Figura 1 se muestra un cuadro comparativo de genes presentes en diferentes cepas de P. 
fluorescens, relacionados a su actividad biocontroladora.  
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Genes y agrupamientos de genes presentes en cepas del grupo de P. fluorescens, 
biocontroladoras de fitopatógenos, que codifican exoenzimas secretadas por sistemas de 
secreción y enzimas que participan en la producción de antibióticos. Los rectángulos 
coloreados representan la presencia de genes dentro de un genoma, mientras que su ausencia está 
representado por un círculo; los números dentro de una caja representan el número de copias de 
un gen o agrupamiento génico. (Figura adaptada de Loper et al., 2012). Cepas bacterianas: P. 
protegens Pf-5, P. chlororaphis 30-84, P. chlororaphis O6, P. fluorescens Pf0-1, P. 
brassicacearum Q8r1-96, P. fluorescens Q2-87, P. fluorescens SBW25, P. synxantha BG33R, P. 
fluorescens A506 y P. fluorescens SS101. 
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2.2. Enzimas producidas por bacterias del género Pseudomonas con potenciales usos 
biotecnológicos  
 
2.2.1 Proteasas 
 
 Las proteasas participan en la degradación de proteínas mediante la hidrólisis de enlaces 
peptídicos. Su denominación, según el Comité de Nomenclatura de la Unión Internacional de 
Bioquímica y Biología Molecular (NC-IUBMB), es de peptidasas (EC.3.4). Dependiendo de la 
posición dónde se lleve a cabo la hidrólisis, las peptidasas se dividen en exopeptidadas (hidrólisis 
en el N- o C- terminal) y endopeptidasas (hidrólisis en la estructura interna de la proteína) (Rao et 
al., 1998; Theron y Divol, 2014). Según su mecanismo de reacción, las endopeptidasas se 
clasifican en 5 grupos: serín peptidasas (EC 3.4.21), cisteín peptidasas (EC 3.4.22), aspartil 
peptidasas (EC 3.4.23), metalopeptidasas (EC 3.4.24) y treonín peptidasas (EC 3.4.25) (Rao et 
al., 1998; Theron y Divol, 2014). De este grupo, las metalopeptidasas son las más abundantes 
(Theron y Divol, 2014). En la Tabla 1 se muestra un resumen con las endopeptidasas de interés 
comercial. 
Una de las metalopeptidasas ampliamente caracterizada es la proteasa alcalina AprA, 
secretada por P. aeruginosa (Caballero et al., 2001). Esta enzima, junto a otras peptidasas 
secretadas por Bacillus sp., han sido de gran utilidad en el área industrial siendo objeto de 
estudios de nuevas aplicaciones en la industria alimenticia, entre otras (Rao et al., 1998). Hacia el 
extremo C-terminal, AprA presenta una señal de secreción que confiere el reconocimiento por el 
sistema de secreción de tipo I (SST1), que permite el transporte de la enzima hacia el espacio 
extracelular. (Duong et al., 1996; Chenal et al., 2009). 
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Tabla 1. Endopeptidasas de importancia comercial, principales propiedades, fuentes de 
obtención y aplicaciones (Theron y Divol, 2014). 
 
Familia Cofactores Sitio 
activo 
Rango 
de pH 
Inhibidores Fuente Aplicación 
industrial 
Serin peptidasa Ca
2+
 Asp, 
Ser, 
His 
7-11 PMSF, EDTA, 
fenol, acido 
triaminoacetico 
Bacillus, 
Aspergillus, 
tejido animal 
(intestinos) 
Detergente, 
aplicaciones 
médicas y 
farmacéuticas 
 
Metalopeptidas 
 
Zn
2+
, Ca
2+
 
 
Glu, 
Try 
 
7-9 
 
EDTA, EGTA 
 
Pseudomonas, 
Aspergillus, 
Penicillum, 
Streptomyces 
 
 
Alimentos, 
aplicaciones, 
médicas y 
farmacéuticas 
 
Cistein 
peptidasas  
 
N.D. 
 
Cys, 
His, 
Asp 
 
2-3 
 
Indoacetamidas, 
p-CMB 
 
Aspergillus,  
Streptomyces, 
Clostridium 
 
Aspartico 
peptidasas 
 
Ca
2+
 
 
Asp, 
Asp 
 
2,5-7 
 
Pepstatina, 
EPNP, 
DAN 
 
Aspergillus,  
Mucor, 
Rhizopus, 
Penicullium, 
Tejido animal 
(estomago) 
 
Alimentos y 
bebestibles 
 
Treonin 
peptidasa 
 
N.D. 
 
Thr 
 
Neutro 
 
DON 
 
Thermoplasma, 
Escherichia, 
Saccharomyces 
 
Alimentos 
 
2.2.2 Lipasas 
 
 Las lipasas son hidrolasas (E.C.3) que actúan sobre los enlaces éster (E.C.3.1) de los 
ácidos carboxílicos (E.C.3.1.1) presentes en lípidos y sus derivados (Joseph et al., 2008). En 
condiciones acuosas catalizan la hidrólisis, mientras que en ausencia de agua catalizan la reacción 
de esterificación e interesterificación de un amplio rango de ésteres naturales y sintéticos (Jaeger 
et al., 1999). 
 Las lipasas son ubicuas, encontrándose en células de animales, plantas, hongos y  
bacterias. Tienen un gran potencial biotecnológico, con una importante demanda en muchas áreas 
industriales. Por ejemplo, se han utilizado lipasas de bacterias del género Pseudomonas sp. como 
importantes biocatalizadores industriales (Yang et al., 2009). 
  
 
 
16 
 
 Entre las lipasas más estudiadas se encuentran LipA y ExoU. LipA es una lipasa que ha 
sido descrita en P. aeruginosa y P. fluorescens. Tiene un peso molecular aproximado de 50 kDa 
(Kojima et al., 2003; Snellman et al., 2002) y posee una señal de secreción que participa en la 
exportación de esta proteína hacia el espacio extracelular mediante el sistema SST1 (Duong et 
al., 1994). La enzima ExoU es una fosfolipasa A2 que cataliza la hidrólisis de ácidos grasos en la 
posición sn-2 de los glicerofosfolípidos, produciendo ácidos grasos y lisofosfolípidos como 
producto. Estructuralmente, en sus 60 primeros residuos del N-terminal presenta una señal de 
destinación hacia el espacio extracelular mediada por el sistema SST3, (Galle et al., 2012; 
Hauser, 2009; Rabin et al., 2005). El dominio de localización presente en el C-terminal 
direcciona a ExoU hacia la membrana plasmática de la célula blanco, región de la célula con alta 
concentración de fosfolípidos en donde ejerce su actividad catalítica, provocando la muerte 
celular (Rabin et al., 2006). 
2.3 Expresión heteróloga de enzimas bacterianas 
 
La mayoría de los esquemas de purificación de estas enzimas están basados en estrategias 
de múltiples pasos, los que suelen ser problemáticos, laboriosos y resultan en bajos rendimientos. 
Puesto que para aplicaciones industriales los pasos de purificación deben ser económicos, 
rápidos, de alto rendimiento y fáciles de producir en operaciones a gran escala, ellos deben tener 
el potencial para una recuperación continua del producto con una relativamente alta capacidad y 
selectividad del producto deseado (Gupta et al., 2004).  
Debido a estas razones, la obtención de enzimas se ve favorecida con estrategias de 
producción de proteínas recombinantes. En esta aproximación, el gen que codifica para la enzima 
de interés es clonado en un vector de expresión con el que se transforma un organismo adecuado 
para la producción de grandes cantidades de proteínas heterólogas.  
Dentro de la gama de ejemplos de sistemas de expresión heteróloga encontramos a las 
levaduras, las cuales se han convertido en un buen sistema de producción de proteínas 
recombinantes (particularmente de origen eucarionte) debido a la obtención de una alta densidad 
celular a bajos costos. Otra de las ventajas de este sistema es el procesamiento proteolítico, 
plegamiento, formación de enlaces disulfuro y glicosilación que realiza, debido a que es un 
organismo eucarionte (Cereghino y Cregg, 1999). 
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 Adicionalmente, el uso de plantas transgénicas para la síntesis de proteínas 
recombinantes ha recibido recientemente mayor atención, gracias a las ventajas que producen a 
nivel económico y de la escalabilidad de las proteínas producidas. Al igual que los 
microorganismos, las células vegetales conllevan un bajo costo respecto a su crecimiento y 
mantención (Shanmugaraj y Ramalingam, 2014). 
 En la Tabla 2 se presenta un resumen comparativo entre los principales sistemas de 
expresión heteróloga. 
Tal vez el sistema más simple para la expresión heteróloga de proteínas recombinantes y 
que permite implementar un escalamiento productivo de estas proteínas lo constituye Escherichia 
coli. Este sistema es el más utilizado debido a sus bajos costos. La facilidad de obtener cultivos 
con una alta densidad celular, rápida velocidad de replicación y alto rendimiento en la obtención 
de producto, destacan entre las propiedades principales del uso de este sistema (Gerigk et al., 
2002). Diversas investigaciones ratifican la eficacia del uso de este sistema de expresión 
heterólogo en la obtención de enzimas recombinantes del género Pseudomonas. Por ejemplo, 
Zhang y Zeng (2008) expresaron en E. coli la enzima LipA producida por Pseudomonas sp. 7323 
(aislada de suelo antártico). La enzima recombinante fue obtenida con altos niveles de expresión 
y, además, mostró una adaptación a bajas temperaturas al igual que la enzima nativa. Del mismo 
modo, Ali et al., (2013) expresaron en E. coli una lipasa con actividad biocontroladora 
proveniente de la cepa Pseudomonas AMS8 (también aislada de suelo antártico). 
 
Tabla 2. Comparación de diferentes sistemas de expresión de proteínas (Adaptación de 
(Shanmugaraj y Ramalingam, 2014). 
 
Sistema Costo 
total 
Tiempo de 
Producción 
Calidad de 
producto 
Glicosilación Riesgos de 
contaminación 
Costo de 
almacenaje 
Bacteria Bajo Corto Baja Ninguna Endotoxinas Moderado 
Levadura Medio Medio Media Incorrecta Bajo riesgo Moderado 
Células 
animales 
Alto Largo Muy alta Correcta Virus, priones y 
DNA 
oncogénico 
Costosa 
Células 
vegetales 
Medio Medio Alta Diferencias 
Menores 
Bajo riesgo Moderado 
Plantas 
transgénicas 
Bajo Largo Alta Diferencias 
Menores 
Bajo riesgo Moderado 
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2.4 Antecedentes de la cepa R4. 
 
 Previamente se ha aislado y caracterizado la cepa Pseudomonas veronii R4 desde una 
colección de 40 aislados bacterianos obtenidos desde la rizósfera de plantas de vid (Canchignia et 
al., 2016). De la colección inicial, 13 aislados fueron seleccionados en base a la fluorescencia 
observada en medio King B (King et al., 1954) y, tras un análisis filogenético primario basado en 
el alineamiento de las secuencias nucleotídicas del gen ribosomal 16S (aproximadamente 1200 
pb), se les relacionó con cepas ya descritas. Destacaron en esta asociación, la relación de aislados 
presentes en la colección con cepas pertenecientes a los grupos formados por Pseudomonas 
veronii y putida (Figura 2).   
 Se evaluó la actividad nematicida de los 13 aislados contra X. index. La actividad 
nematicida fue comparada con aquella observada en P. protegens CHA0, una cepa 
biocontroladora ampliamente caracterizada (Stutz et al., 1986). Se seleccionaron los tres aislados 
que presentaron la mayor actividad nematicida (mayor a 65% de letalidad después de 3 h de 
contacto), en donde destacó R4 como el aislado con la mayor actividad nematicida, la cual 
alcanzó los mismos valores de letalidad que la cepa de referencia CHA0, aunque con una cinética 
de letalidad diferente (más lenta que la referencia). 
 Mientras en R4 no se detectó la amplificación por PCR del gen responsable de la 
producción de 2,4 DAPG descrito en P. protegens CHA0, experimentos adicionales permitieron 
determinar enzimas extracelulares, particularmente del tipo proteasa y lipasa, que podrían estar 
involucradas en su actividad antagonista (Canchignia et al., 2016). En efecto, la caracterización 
experimental de estas proteínas (i.e. secuenciación parcial de péptidos por espectrometría de 
masa), permitió la identificación de la metaloproteasa AprA, la lipasa LipA y la fosfolipasa ExoU 
(Canchignia et al., 2016) (Figura 3) como componentes de estos sobrenadantes bacterianos.  
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 La identidad de estas proteínas como componentes ejecutoras de la actividad nematicida 
fue finalmente reforzada por la obtención del genoma de este aislado (Montes et al., 2016). 
Mediante el análisis filogenético de 31 proteínas ortólogas y análisis de hibridación in sílico con 
otras especies bacterianas secuenciadas, permitió determinar que R4 pertenece a la especie P. 
veronii y confirmó la secuencia deducida de las enzimas secretadas identificadas, accediéndose 
así a los marcos de lectura que potencialmente las codifican. 
 
 
Figura 2. Análisis filogenético en base al gen 16S rRNA de las cepas aisladas desde raíz y 
rizósfera de Vid. La distancia filogénetica se calculó empleando modelo Kimura 2-parameters. 
R, aislados de raíz; S, aislados de rizósfera; NF, aislados Delftia acidovorans. Los circulos 
indican los aislados de este estudio; rombos, indican cepas tipo de cada especie. Se destacan las 
cepas pertenecientes al grupo P. fluorescens, a la especie P. veronii y P. putida  en los recuadros 
de color naranja, verde y  amarillo, respectivamente (Figura adaptada de Cachignia et al., 2016).
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Figura 3. Enzimas secretadas por P. veronii R4 que participan en la actividad nematicida sobre X. index. 
 (a) AprA, (b) LipA; (c) ExoU. A la izquierda se muestra la secuencia aminoacídica de las proteínas, el sitio activo (subrayado) y señal 
de secreción (cursiva). En la derecha se muestra una representación de la estructura primaria de cada proteína (Figura adaptada de 
Cachignia et al., 2016) 
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3. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
3.1 Hipótesis  
 
 La expresión heteróloga de los genes que codifican para lipasas y proteasas de 
Pseudomonas veronii R4 en el sistema de expresión Escherichia coli permitirá la obtención de 
enzimas funcionales con actividad nematicida contra Xiphinema index. 
 
3.2 Objetivos 
 
3.2.1. Objetivo General 
 
 Expresar en E. coli las secuencias que codifican las lipasas, LipA y ExoU, y la proteasa, 
AprA,  de P. veronii R4. 
 
3.2.2. Objetivos Específicos 
 
1. Determinar y utilizar las secuencias codificantes en el genoma de R4 que permitan la 
expresión heteróloga de las lipasas (LipA y ExoU) y proteasa (AprA) de P. veronii R4. 
2. Evaluar la actividad enzimática de las construcciones génicas expresadas en el sistema E. 
coli. 
3. Evaluar el efecto nematicida sobre X. index de las proteínas recombinantes generadas. 
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4. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
4.1 Cepas bacterianas 
 
 En este estudio se emplearon las cepas P. veronii R4 que forma parte del cepario del 
Laboratorio de Biotecnología INIA La Platina y la cepa P. protegens CHA0 donada por el Dr. 
Dieter Haas y Dr. Ientse van der Sluis.  
 Se utilizaron las células quimiocompetentes One Shot Escherichia coli TOP10 
(Invitrogen, Carlsbad, California, EE.UU.) y E. coli BL21(DE3) (New England Biolabs, 
Massachuset, EE.UU).  
 
4.2 Medios de cultivo  
 
 Medio Luria Bertani (LB) (Sambrook et al., 1989): Contiene triptona 10 g/L, extracto de 
levadura 5 g/L y NaCl 5 g/L. Para el medio LB sólido se adicionó agar-agar al 1,5 % p/v. 
 Medio King B (King et al., 1954): Contiene peptona 20 g/L, glicerol 15 mL/L, K2HPO4, 
1,5 g/L, MgSO4 x 7H2O 1,5 g/L, pH 7,2. Para el medio King B sólido se adicionó agar-
agar al 1,5 % p/v. agar. 
4.3 Construcción de vector de entrada y de expresión. 
4.3.1 Construcción de vector de entrada 
 
 Se amplificó los genes aprA, lipA y exoU desde 20 ng de DNA genómico empleando los 
partidores attB1F (5‟-AAAAAGCACGGCTNNN-3‟) y attB2R (5‟-AGAAAGCTGGGTNNN-3‟) 
donde NNN representan los nucleótidos específicos de la secuencia. Cada reacción de PCR se 
realizó con: 5 µL 5x KAPAHiFi Fidelity reaction buffer (KAPA Biosystem, Carlsbad, California, 
EE.UU.), 0,75 μL de cada partidor (10 μM cada uno), 0,75 μL desoxirribonucleótidos trifosfato 
(10 mM cada dNTP), 0,5 μL KAPAHiFi DNA Polimerasa (2,5 U/μL; KAPA Biosystem, 
Carlsbad, California, EE.UU.) y 16,25 μL de H2Odd. El perfil térmico de las amplificaciones de 
los genes consistió en una desnaturalización inicial a 95 °C por 3 min, seguido de 35 ciclos de 
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amplificación (desnaturalización a 98°C por 20 s, alineamiento a 60°C por 15 s y una extensión a 
72 °C por 45 s) y una extensión final a 72 °C por 5 min. El producto de PCR se utilizó como 
molde para una segunda amplificación empleando los partidores attB1F (5‟-
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT-3‟) y attB2R (5‟-
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT-3‟) bajo las mismas condiciones amplificación 
previamente descritas. Los resultados de la amplificación se visualizaron por electroforesis en gel 
de agarosa al 1% y tinción con bromuro de etidio (Sambrook et al., 1989). La banda 
correspondiente al tamaño esperado se cortó y purificó con QIAexII Gel Extraction Kit (Qiagen, 
Hilden, Alemania) bajo las instrucciones del fabricante. El fragmento purificado de esta reacción 
se utilizó para la recombinación con el vector pDONR207 (Invitrogen, Carlsbad, California, 
EE.UU.). Para ello, se empleó la mezcla de enzimas BP clonase (Gateway cloning, Invitrogen), 
siguiendo las instrucciones del fabricante (Nakagawa et al., 2009) (Figura 4). Posteriormente, 
cada vector (pDONOR207-aprA, pDONOR207-lipA, pDONOR207-exoU) se clonó en E. coli 
Top10 y seleccionaron 10 colonias que crecieron en medio LB con 25 mg/L de gentamicina.  
 
4.3.2 Chequeo de vectores  
 
 Un set de 10 colonias de E. coli TOP10 transformadas con los vectores de interés 
(pDONOR207-aprA, pDONOR207-lipA, pDONOR207-exoU) que crecieron en LB gentamicina 
se seleccionaron y se les realizó una extracción de ADN plasmidial con QIAprep Spin Miniprep 
Kit (Qiagen, Hilden, Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los vectores se 
digirieron con la enzima de restricción Bsp14071 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
Massachusetts, EE.UU.), la cual corta los sitios de recombinación attB permitiendo la liberación 
de cada uno de los genes de interés. Finalmente, los vectores que presentaron el patrón de 
restricción esperado se secuenciaron (Macrogen, Seúl, Corea).  
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4.3.3 Construcción de vector de expresión para E. coli BL21(DE3) 
 
 Para la construcción del vector de expresión, se recombinaron los vectores pDONR207-
aprA, pDONR207-lipA y pDONR207-exoU, respectivamente, con el vector de destino pDEST17 
(Invitrogen, Carlsbad, California, EE.UU.), empleando la tecnología Gateway “RP clonase” 
según las instrucciones del fabricante (Nakagawa et al., 2009). La estrategia de armado de los 
vectores se presenta en la Figura 4. Finalmente, los vectores revisados por secuenciación se 
clonaron en E. coli BL21(DE3) y las células transformadas se seleccionaron en medio LB con 
100 µg/mL de carbenicilina.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Esquema de armado de vectores con las secuencias de las enzimas aprA, lipA y 
exoU. Se realizó reacción de recombinación entre el vector de entrada (pDONR207) y gen de 
interés (aprA, lipA y exoU) mediante la mezcla de enzimas “BP clonase”, que catalizan la 
recombinación específica entre los sitios attB que acotan el gen de interés y los sitios de 
recombinación attP del vector de entrada (pDONR207). La siguiente reacción de recombinación 
se llevó a cabo entre el vector de entrada (pDONR207-aprA, pDONR207-lipA y pDONR207-
exoU) y el vector de destino (pDEST17) mediante la mezcla de enzimas “LR clonase”. Los 
vectores, pDONR207 y pDEST17, presentan el gen de contraselección ccdB, el cual codifica una 
tóxina que afecta a la girasa. Los marcadores de selección de pDONR207 y pDEST17 son 
gentamicina (GnR) y ampicilina (AmpR), respectivamente. 
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4.4 Expresión de proteínas recombinantes en E. coli 
 
 Se inocularon E. coli BL21(DE3) transformadas con los vectores, pDEST17-aprA, 
pDEST17-lipA y pDEST17-exoU, respectivamente, en medio LB con 100 mg/mL de 
carbenicilina y se incubaron por 3 h a 37°C y 180 rpm. Posteriormente, se suplementaron los 
medios de cultivo con isopropil-b-D-thio- galactopyranoside (IPTG) 0,1 mM para la inducción de 
los genes que codifican las proteínas recombinantes. Los cultivos se incubaron durante 3 horas 
más y finalmente se centrifugaron a 5000 g por 3 min. A la biomasa húmeda se le realizó una 
extracción de proteínas empleando el reactivo B-PER (Thermoscientific, Meridian, Rockford, 
EE.UU.) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Se obtuvieron dos fracciones, una soluble 
en el tampón de lisis y otra insoluble. Esta última se resuspendió en tampón 8 M urea durante 30 
min. Las fracciones de proteínas solubles e insolubles se cuantificaron a través del método de 
Bradford et al., (1976) con Coomassie Plus (Bradford) Assay Kit (PIERCE, Rockford, IL, 
EE.UU.). 
4.4.1 Renaturalización de proteínas recombinantes de la fracción insoluble 
 
 La fracción de proteínas insolubles resuspendidas en urea 8 M se renaturalizaron mediante 
diálisis en tampón (Urea 6 M, Tris 25 Mm y NaCl 150 Mm pH 7,5), se hidrataron las membranas 
de el cassette de diálisis en la solución de diálisis durante 2 min, luego con una jeringa se 
transfirieron 500 µL de extracto proteico a el cassette. Posteriormente se dializó el extracto 
enzimático en 150 mL de urea por 6-12 hr a 4ºC. Seguido se adicionó 37,5 mL de solución 25 
Mm Tris pH 7,5 y se dializó por 6-12 hr a 4ºC. Este paso se repetió hasta llegar a un volumen 
final de 450 mL. Finalmente se dializó el extracto enzimático en 300 mL de solución de diálisis 
(Tris 25 Mm, NaCl 150 Mm pH 7,5) durante 6 hr. Se recuperaron con una jeringa los extractos 
enzimáticos diálizados, se centrifugaron y se conservó el sobrenadante para análisis posteriores 
(Rudolph & Lilie, 1996). 
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4.4.2 Electroforesis de proteínas en geles de poliacrilamida 
 
 Las muestras de los extractos de proteínas de la fracción soluble e insoluble, se 
sometieron a electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) utilizando la cámara 
vertical Mini-Protean System Casting Stand (Biorad, California, EE.UU). Las muestras (20 µg) 
se mezclaron con tampón de carga 5X (Tris/HCl 60 mM, glicerol 25% v/v, SDS 2% p/v, y azul 
de bromofenol 0,1% p/v pH 6,8), posteriormente se cargaron en geles SDS-PAGE al 12% de 
poliacrilamida 29:1 (Laemmli, 1970). La electroforesis se realizó bajo voltaje constante de 90 V 
durante 3 h con el tampón de corrida Tris-Gli-SDS (Tris 25 mM, glicina 192 mM y SDS al 0,1% 
p/v). Posteriormente, el gel se incubó durante 1 hora en solución de tinción (1 g/L de azul de 
Coomassie, 45% v/v de metanol, 10% v/v de ácido acético), luego se incubó con solución de 
destinción (10% v/v de metanol, 10% v/v de ácido acético). Finalmente, el gel se lavó con agua 
destilada y se fotografió.  
 
4.4.3 Identificación de proteínas recombinantes por análisis de espectrometría de masa  
 
 Las proteínas de la fracción insoluble se sometieron a electroforesis en gel de 
poliacrilamida SDS-PAGE. Se cortaron las bandas del gel que presentaron las masas moleculares 
de las proteínas de recombinantes. Las bandas se lavaron y destiñeron en una solución de 
bicarbonato de amonio 200 mM en acetonitrilo 50% v/v. Posteriormente, las proteínas se 
proteolizaron con 0,042 µg/µL de tripsina (Promega Corp., Wisconsin, EE.UU.). Los péptidos 
generados de la proteólisis fueron extraídos con acetonitrilo 60% v/v y ácido fórmico 0.1% v/v y 
se resuspendieron en ácido fórmico 0.1% v/v y metanol 3% v/v. Posteriormente, se mezcló 1 µL 
de cada muestra con 1 µL de la matriz ácido α-ciano-4-hidroxicinámico en una placa porta 
muestra micro scout (Bruker Daltonics Inc., Massachusetts, EE.UU.). La adquisición de 
espectros de masas se realizó en un equipo MALDI-TOF Microflex (Bruker Daltonics Inc., 
Massachusetts, EE.UU.) en modo ion positivo mediante detección por reflexión. Previo a la 
obtención de los espectros se realizó una calibración del equipo con un estándar externo 
correspondiente a una mezcla de péptidos de masas 1000-3000 Da. Para el control del 
espectrómetro se utilizó el programa flexControl 3.0 (Bruker Daltonik GmbH, Alemania). Los 
espectros finales correspondieron a la suma de 15 barridos de 30 impactos de láser aplicados en 
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diferentes puntos tomados al azar de cada muestra depositada en la placa porta muestra. Para el 
análisis de los espectros se utilizó el programa flex Analysis versión 2.2 (Bruker Daltonik GmbH, 
Alemania). Para la detección de las señales m/z monoisotópicas se utilizó el algoritmo SNAP 
(sophisticated numerical annotation procedure) utilizando una razón señal/ruido de 6 (SN6). Una 
vez generadas las listas de señales m/z monoisotópicas se realizó una calibración interna 
utilizando las señales producto de la autoproteólisis de la tripsina. Para la identificación se 
utilizaron las listas procesadas de señales m/z (intervalo m/z 400-4000) las que se procesaron en 
la base de datos en línea Mascot (http://www.matrixscience.com/ 
cgi/search_form.pl?FORMVER=2&SEARCH=PMF) considerando los siguientes parámetros: 
base de datos, NCBI; enzima de proteólisis, tripsina; pérdida de cortes, 1; modificación fija, 
carbamidometilación (alquilación con yodoacetamida); modificación variable, oxidación de 
metionina; masa, monoisotópica; tolerancia de masa, 0,1 Da. Se realizaron búsquedas sin 
restricción por taxonomía y acotadas a Proteobacteria. Este análisis se realizó en el Laboratorio 
de Espectrometría de Masas del Centro de Estudios para el Desarrollo de la Química 
(CEPEDEQ) de la Universidad de Chile. 
 
4.4.4 Evaluación de la actividad enzimática obtenidas de extractos de proteínas totales de E. 
coli 
 Se evaluó la actividad enzimática mediante la inoculación de 10 µg de extracto de 
proteínas de los extractos de proteínas totales de la fracción soluble e insoluble renaturalizadas en 
agar suplementado con 0,2% de gelatina, 2,0% de tributirina y 5% de sangre bovina, 
respectivamente (McDade y Weaver, 1959; Shimuta et al., 2009; Starr, 1949). Los halos de 
degradación se evaluaron después de 24-48 h de incubación a temperatura ambiente.  
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4.5 Evaluación de la actividad nematicida 
4.5.1Extración de nemátodos para la evaluación de la actividad nematicida 
 
Se extrajeron 400 g de suelo desde una piscina de reproducción de nematodos X. index 
diseñada en el Laboratorio de Biotecnología. Las muestras se tamizaron utilizando tamices de 
tamaños de poro de 850 µm y 250 µm (Aballay e Insunza, 2002). Las muestras obtenidas se 
filtraron por 24 h a través de género de visillo en agua destilada. Luego de su recolección, los 
nematodos se almacenaron a 4
°
C en agua destilada en un periodo no mayor a 3 d. Se 
identificaron los nematodos X. index bajo una lupa Nikon 10X en base a sus características 
morfológicas tales como su estilete y mucrón (Luc y Cohn, 1982) (Figura 5). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Esquema general de extracción de X. index desde suelo (Cachignia et al., 2013). La 
extracción de los nematodos se realizó tamizando 400 gr de suelo por un set de tamices de 850 
µm y 250 µm. El residuo de este tamiz se filtró por 24 h en un recipiente con género de visillo en 
agua destilada. Los nematodos fueron recolectados y se almacenaron a 4
°
C en agua destilada. 
Finalmente se capturados individualmente mediante un estereoscopio en base a sus características 
morfologicas. 
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4.5.2 Evaluación de la actividad nematicida de extractos totales 
 
Se expusieron 20 nematodos X. index a concentraciones crecientes de extracto de 
proteínas totales (50 µg/mL, 100 µg/mL, 500 µg/mL y 1000 µg/mL) provenientes de las 
fracciones insolubles de proteínas enriquecidas con las enzimas recombinantes AprA, LipA y 
ExoU, respectivamente. Luego de un periodo de 2 h de incubación de los nematodos a los 
extractos de proteínas, se determinó la mínima concentración de extracto de proteína enriquecida 
en AprA, LipA y ExoU que provoca una pérdida de movilidad mayor a 90%. Posteriormente, se 
hicieron mezclas de los extractos enzimáticos de acuerdo a las concentración nematicidas 
determinadas. Se realizaron los tratamientos control que consistieron en la incubación de los 
nematodos a extracto de proteínas de E. coli BL21(DE3) y a tampón de renaturalización (Tris 50 
mM, NaCl 150 mM pH 7,5), respectivamente. Tanto los tratamientos experimentales y los 
controles se realizaron en triplicado. 
4.5.3 Microscopía electrónica de barrido (SEM) 
 
En base a los resultados previos, se expusieron 15 nematodos a la menor concentración de 
extractos de proteínas de la fracción insuble enrriquecida con AprA, LipA y ExoU, 
respectivamente. También se realizaron mezclas de estos extractos. Después de 24 h de 
incubación se evaluó daños estructurales de los nematodos por microscopía electrónica de 
barrido. La muestra se fijó en una solución de 0,268 M de cacodilato de sodio al 3% de 
glutaraldehido (pH = 7,0), posteriormente se bañó en oro y se secó a punto crítico sobre una 
membrana de policarbonato de 0,22 μm. Se realizaron los tratamientos control que consistieron 
en la incubación de los nematodos a extracto de proteínas de E. coli BL21(DE3) y a tampón de 
renaturalización (Tris 50 mM, NaCl 150 mM pH 7,5), respectivamente. Las muestras se 
visualizaron empleando el microscopio electrónico de barrido TM 3000 (Hitachi, Tokyo, Japón). 
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4.6 Análisis estadístico 
 
 De acuerdo al diseño experimental, se realizaron los análisis de varianza (ANOVA) para 
determinar el efecto de la exposición de los nemátodos a los extractos de proteínas 
recombinantes. Para el análisis estadístico se utilizó el programa GraphPad Prism. 
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5. RESULTADOS 
5.1 Construcción de vectores 
 
Los marcos de lectura de aprA, lipA y exoU se amplificaron y se clonaron en vectores de 
entrada pDONR207 mediante la reacción BP. Los vectores resultantes, pDONR207-aprA, 
pDONR207-lipA y pDONR207-exoU se recombinaron mediante la reacción LR con el vector de 
destino pDEST17, obteniéndose los vectores pDEST17-aprA, pDEST17-lipA y pDEST17-exoU. 
Estos vectores presentaron los siguientes elementos: a) promotor T7, b) sitio de unión al 
ribosoma, c) un codón de inicio de la traducción, d) seis histidinas, e) sitio de recombinación 
attB1, f) secuencia de las enzimas aprA/ lipA/ exoU, g) un codón de término de traducción y h) 
sitio de recombinación attB2 (Figura 6).  
La digestión con Bsp14021 de extractos plasmidiales purificados desde clones 
recombinantes permitió verificar que los vectores pDEST17-aprA y pDEST17-exoU presentaron 
el patrón de restricción esperado, con la liberación del fragmento de DNA correspondiente al 
tamaño esperado de aprA (~1,5 kb) y exoU (~1,8 kb), respectivamente (Figura 7).  Por otra parte, 
los clones bacterianos transformados con vector pDEST17-lipA, mostraron que 4 de las 5 
colonias seleccionadas tuvieron el patrón de restricción esperado, con la liberación del fragmento 
de DNA correspondiente al tamaño esperado de lipA (~1,5 kb) (Figura 7). La secuenciación de 
clones seleccionados para cada vector de interés permitió verificar la identidad de cada 
construcción (Figura anexo 1) y éstos vectores se utilizaron para transformar el E.coli BL21 
(DE3)  (Figura 8).  
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A.                                  B. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
C. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6. Esquema de los vectores de destino pDEST17-aprA, pDEST-lipA y pDEST17-
exoU. Cada vector está constituido por: el promotor T7, sitio de unión al ribosoma (RBS), codón 
de inicio (AUG), seis histidinas (6xHis), sitio de recombinación attB1, gen de interés 
(aprA/lipA/exoU), sitio de recombinación attB2, terminador de la transcripción T7, promotor del 
gen de resistencia a ampicilina (promotor bla), gen de resistencia a la ampicilina (Amp(R)), 
origen de replicación del vector, gen ROP que codifica para una proteína homodimérica que 
participa en la mantención de un bajo número de copias del plasmidio.  
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Figura 7. Patrón de restricción de los vectores de expresión digeridos con la enzima de 
restricción Bsp14071. Electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v) del patrón de restricción de 
los vectores pDEST17-aprA, pDEST17-lipA y pDEST17-exoU obtenidos de células E. coli 
TOP10 transformadas. Las bandas que corresponde a los genes clonados en el vector de 
expresión (aprA, ~1,5 kb lipA, ~1,5 kb y exoU, ~1,8 k;) se indican mediante un triángulo blanco. 
MM, corresponde al marcador de masa molecular (KAPA Universal Ladder). C, digestión de 
pDEST17 sin recombinar. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8. Colonias obtenidas de la transformación de E. coli BL21(DE3) con vectores de 
destino. Células E. coli BL21(DE3) transformadas con vectores de destino se crecieron en medio 
agar LB suplementado con 100 µg/mL de carbenicilina, a 37°C por 18 h. A, Colonias bacterianas 
de células transformadas con pDEST17-aprA. B, Colonias bacterianas de células transformadas 
con pDEST17-lipA. C, Colonias bacterianas de células transformadas con pDEST17-exoU. 
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5.2 Expresión de AprA, LipA y ExoU en E. coli 
 
 Tres clones bacterianos, correspondientes a clones transformados con los vectores de 
expresión para cada uno de los ORFs de interés, fueron seleccionados, crecidos y sometidos a 
condiciones de inducción con IPTG durante 3 h. De estos cultivos inducidos, se prepararon 
extractos proteicos de forma de generar tanto la fracción soluble como insoluble. Análisis 
electroforéticos utilizando SDS-PAGE de 20 µg de cada muestra (Figura 9A) mostraron, en la 
fracción soluble, la presencia de bandas proteicas de 52 kDa, 52 kDa y 69 kDa, que 
corresponderían a las enzimas recombinantes AprA, LipA y ExoU, respectivamente. De forma 
complementaria, extractos de la fracción insoluble mostraron mayoritariamente bandas que 
eventualmente corresponderían a estas mismas proteínas ya señaladas (Figura 9B). 
 
Figura 9 Electroforesis SDS-PAGE de extractos de proteínas de la fracción soluble e 
insoluble. Electroforesis de proteínas de la fracción soluble (20 µg) obtenida de la extracción de 
proteínas de E. coli BL21(DE3) transformadas con los vectores de expresión y crecidas en medio 
de cultivo LB con 100 µg/mL de carbenicilina. Carriles: 1, E. coli BL21(DE3) transformadas con 
pDEST17-aprA antes de la incubación con 1mM de IPTG y luego de 3 h de incubación. 2, E. coli 
BL21(DE3) transformadas con pDEST17-lipA antes de la incubación con 1mM de IPTG y luego 
de 3 h de incubación. 3, E. coli BL21(DE3) transformadas con pDEST17-lipA antes de la 
incubación con 1mM de IPTG y luego de 3 h de incubación. MM, marcador de masa molecular 
(ColorPlus, 7-175 kDa). B. Electroforesis de proteínas de la fracción insoluble (20 µg) obtenidas 
de la extracción de proteínas de E. coli BL21(DE3), transformadas con los vectores de expresión 
y crecidas en medio de cultivo LB con 100 µg/mL de carbenicilina, e incubadas por 3 h con 
IPTG 1mM. Carriles: 1, E. coli BL21(DE3) transformadas con pDEST17-aprA. 2, E. coli 
BL21(DE3) transformadas con pDEST17-lipA. 3, E. coli BL21(DE3) transformadas con 
pDEST17-exoU. 
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5.3 Secuenciación de proteínas recombinantes por MALDI-TOF 
 
 Las bandas del extracto de proteínas de la fracción insoluble que presentaron el tamaño de 
las proteínas recombinantes (Figura 10A) se cortaron y se secuenciaron mediante espectrometría 
de masas MALDI-TOF. Las señales m/z (intervalo m/z 400-4000) de los péptidos de las 
proteínas recombinantes se procesaron en el servidor en línea Mascot. La huella peptídica 
obtenida del procesamiento de las señales m/z permitió determinar que las proteínas 
recombinantes correspondían a AprA (WP_046383347.1), LipA (WP_046383350.1) y ExoU 
(WP_046381780.1) de P. veronii R4. La cobertura que presentaron los péptidos secuenciados 
con respecto a la secuencia aminoacídica de AprA, LipA y ExoU fué de 14%, 41% y 32%, 
respectivamente.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 10. Secuenciación de enzimas recombinantes mediante MALDI-TOF. Se realizó una 
electroforesis en gel de poliacrilamida SDS-PAGE del extracto de proteínas de la fracción 
insoluble de las proteínas recombinantes. Las bandas de proteínas del gel que presentaron 
actividad enzimática se cortaron, procesaron y secuenciaron. Los péptidos secuenciados de las 
enzimas se encuentran destacados en rojo con respecto a la secuencia predicha de AprA (A, 
WP_046383347.1), LipA (B, WP_046383350.1) y ExoU (C, WP_046381780.1). Se destacan los 
dominios, motivos y aminoácidos que participan en la actividad catalítica (residuos subrayado), 
secreción (italica), union a calcio (cajas y subrayado punteado) que han sido descritos en enzimas 
de Pseudomonas spp. A la derecha de la secuencia se muestra una representación de la estructura 
lineal de las proteínas con sus respectivos dominios, motivos y aminoácidos de importancia 
catalítica y de plegamiento. 
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5.4 Renaturalización de proteínas recombinantes de la Fracción Insoluble.  
 
Para obtener las enzimas AprA, LipA y ExoU funcionales se realizó la renaturalización 
mediante la diálisis de las fracciones de proteínas solubilizadas en urea 8 M. Luego del proceso 
de renaturalización, se observó, mediante electroforesis en gel de poliacrilamida SDS-PAGE, 
similar perfil de expresión para los extractos de proteínas que contenían LipA y ExoU 
recombinantes, sin embargo se observó una disminución en la concentración de AprA 
recombinante (Figura 11). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11. Electroforesis SDS-PAGE de extractos de proteínas de la fracción insoluble 
renaturalizada. Electroforesis de proteínas de la fracción insoluble renaturalizada (20 µg) 
obtenidas de la extracción de proteínas de E. coli BL21(DE3), transformadas con los vectores de 
expresión (pDEST17-aprA/ pDEST17-lipA/ pDEST17-exoU). Carriles: 1, E. coli BL21(DE3) 
transformadas con pDEST17-aprA. 2, E. coli BL21(DE3) transformadas con pDEST17-lipA. 3, 
E. coli BL21(DE3) transformadas con pDEST17-exoU. MM, marcador de masa molecular 
(ColorPlus, 7-175 kDa). 
 
5.5 Evaluación de actividad enzimática en placas con sustrato. 
Se evaluó y comparó la actividad enzimática de los extractos de proteínas totales de las 
fracciónes solubles e insolubles mediante ensayos de actividad en agar con sustrato. Diez 
microgramos de cada extracto de proteínas se inocularon en placas de agar suplementadas con 
  
 
 
37 
gelatina, tributirina y sangre para evaluar la actividad protesa, lipasa y fosfolipasa, 
respectivamente (Figura 12). Se incubaron los extractos por un periodo de 48 h a 25°C. Luego de 
este periodo, se evaluó el halo de degradación generado por la actividad enzimática, obteniéndose 
una mayor actividad en la fracción insoluble renaturalizada que estaba enriquecida con AprA y 
LipA que en la fracción soluble.  En el caso de los extractos de proteínas enriquecidas con ExoU, 
se observó similar actividad en ambas fracciones. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 12. Evaluación de la actividad enzimática de los extractos de proteínas enriquecidas 
con las enzimas recombinantes. Se inoculó en agar con sustrato (gelatina, tributirina y sangre) 
10 µg de extracto de proteínas obtenidas de la fracción soluble e insoluble renaturalizada. La 
primera fila indica la enzima (Apra, LipA, ExoU) en la que se encuentra enriquecida cada 
fracción. La última fila indica el sustrato que se empleó para determinar la actividad enzimática. 
La incubación del extracto de proteínas en el agar con sustrato fue de 48 h a 25°C. Se utilizó 
como control el extracto de proteínas de lisado de E. coli BL21(DE3) y tampón Tris (25 mM, pH 
=7,5) que se utilizó en la renaturalización de la fracción de proteínas insolubles. 
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5.6 Evaluación de la actividad nematicida 
 
Debido a que la fracción insoluble mostró mayor concentración de enzimas 
recombinantes y también mayor actividad que la fracción soluble, se utilizó esta fracción  
renaturalizada para la evaluación del efecto de las enzimas sobre X. index. Inicialmente, se evaluó 
el efecto nematicida de concentraciones crecientes de extracto de proteínas (50 µg/mL, 100 
µg/mL, 500 µg/mL y 1000 µg/mL) enriquecidas con las enzimas recombinantes AprA, LipA y 
ExoU, respectivamente. Se determinó el efecto nematicida mediante la evaluación de la pérdida 
de movilidad de los nematodos expuestos a los extractos durante 2 h a temperatura ambiente.  La 
concentración mínima de extracto enriquecido en AprA, LipA y ExoU que produjo un efecto 
nematicida mayor a 90% fué de 500 µg/mL, 50 µg/mL y 50 µg/mL, respectivamente (Figura 13). 
Posteriormente, se expusieron entre 15 a 20 nematodos a mezclas de proteínas recombinantes 
Apra:LipA (500 µg/mL: 50 µg/mL), LipA:ExoU (50 µg/mL: 50 µg/mL), AprA:ExoU (500 
µg/mL: 50 µg/mL) y AprA:LipA:ExoU  (500 µg/mL: 50 µg/mL: 50 µg/mL). Luego de 2 h de 
incubación se obtuvo el 100% de mortalidad. Se utilizó como control el tratamiento con tampón 
de renaturalización (Tris 25 mM, NaCl 100 mM, pH 7,5) y el tratamiento con extracto de 
proteínas obtenidos de la extracción de proteínas de E. coli BL21(DE3). El tampón no presentó 
efecto sobre X. index, registrando completa movilidad de los nematodos hasta el final de la 
evaluación. El extracto de proteínas de E. coli BL21(DE3) ejerció un efecto antagonista 
significativamente menor que los tratamientos experimentales (Figura 13). 
Adicionalmente, mediante análisis de microscopía electrónica de barrido (SEM) se 
determinaron los daños estructurales de los nematodos, por la exposición de estos a los extractos 
enzimáticos. Los tratamientos experimentales que consistieron en la exposición de los nematodos 
a extractos de proteína enriquecida con LipA (50 µg/mL), ExoU (50 µg/mL), LipA:ExoU (1:1) y 
AprA:LipA:ExoU (500 µg/mL: 50 µg/mL: 50 µg/mL), respectivamente, mostraron degradación 
de la cutícula y exposición de tejidos de órganos internos, mientras que los nematodos expuestos 
a AprA (500 µg/mL), AprA:LipA (500 µg/mL: 50 µg/mL) y Apra:ExoU (500 µg/mL: 50 µg/mL) 
junto con los tratamientos controles no presentaron daño estructural visible (Figura 14)  
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Figura 13. Actividad nematicidida de extractos de proteínas de la fracción insoluble 
renaturalizada enriquecida con las enzimas recombinantes. Se expusieron 15 a 20 nematodos 
X. index a un rango de concentración de extractos de proteínas recombinantes (50 a 1000 µg/mL). 
Luego de 2 h de incubación a temperatura ambiente se evaluó la movilidad de los nematodos. La 
falta de movimiento después de estimularlos mediante punción fue el criterio para determinar su 
mortalidad. Se empleó como control, la incubación de los nematodos con tampón (25 Mm Tris, 
150 Mm NaCl, pH 7,5) (barra blanca) y la incubación con 50 µg/mL de  extracto de proteínas de 
lisado de E.coli BL21(DE3) (barra negra). Se expresan los promedios de los valores ± SD de los 
tratamientos realizados en triplicados. Letras diferentes indican que hay diferencias significativas 
(0,05, ANOVA, Tukey-SD). 
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Figura 14. Micrografias de X. index expuestos a extractos de enzimas recombinantes.  
Micrografías representativas de nematodos X. index expuestos a extractos de enzimas 
recombinantes durante 2 h a temperatura ambiente. A. X. index expuesto a extracto de proteína 
enriquecida en AprA (500 µg/mL). B, X. index expuesto a extracto de proteína enriquecida en 
LipA (50 µg/mL). C. X. index expuesto a extracto de proteína enriquecida en ExoU (50 µg/mL). 
D. X. index expuesto a extracto de proteína enriquecida en LipA:ExoU (50 µg/mL: 50 µg/mL). E, 
X. index expuesto a extracto de proteína enriquecida en AprA:ExoU (50 µg/mL: 50 µg/mL). F, X. 
index expuesto a extracto de proteína enriquecida en AprA:LipA (50 µg/mL: 50 µg/mL). G, X. 
index expuesto a extracto de proteína enriquecida en AprA:LipA:ExoU (500 µg/mL: 50 µg/mL: 
50 µg/mL). H, X. index expuesto a extracto de proteína enriquecida en AprA:LipA:ExoU (50 
µg/mL: 50 µg/mL). I, X. index expuesto a extracto de E. coli BL21(DE3) (50 µg/mL). J, X. index 
expuesto a tampón (Tris 25 mM, NaCl 100 mM, pH 7,5). 
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6. DISCUSIÓN 
Pseudomonas veronii R4 es una nueva cepa bacteriana aislada desde la rizósfera de vid de 
la zona central de Chile que ha sido  previamente caracterizada por su acción antagonista sobre X. 
index. En esta tesis se propone que la actividad nematicida de R4 esta dada por al menos una 
proteasa y dos lipasas extracelulares, siendo este mecanismo diferente al descrito en cepas 
biocontroladoras del grupo P. fluorescens. Para corroborar esta hipótesis, se clonaron los ORF 
que codifican las enzimas extracelulares de R4 en un sistema de expresión bacteriano heterólogo 
para, posteriormente, evaluar su rol en la actividad nematida de forma individual y mixta. Los 
resultados de este estudio se discuten a continuación. 
6.1 Análisis de los ORFs que codifican para las proteínas de ínteres 
 
Para determinar la ubicuidad y el grado de conservación de los genes que codifican  las 
enzimas AprA, LipA y ExoU en cepas biocontroladoras del grupo P. fluorescens, se compararon 
los ORFs que codifican estas proteinas de ínteres en R4 con los ORFs de estas enzimas en las 
cepas bacterianas P. protegens Pf-5, P. chlororaphis 30-84, P. chlororaphis O6, P. fluorescens 
Pf0-1, P. brassicacearum Q8r1-96, P. fluorescens Q2-87, P. fluorescens SBW25, P. synxantha 
BG33R, P. fluorescens A506 y P. fluorescens SS101 (Loper et al., 2012). En base a este análisis, 
se pudo determinar que aprA (1495 pb), presenta alta cobertura (95% a 100%) e identidad 
nucleotídica (90% - 81%) con los ORFs de estas cepas (Tabla 3). Adicionalmente, se encontró un  
alto grado de conservación en la región del extremo 3‟, que codifica el carboxilo terminal y que 
corresponde al dominio de secreción involucrado en la exportación de esta proteína hacia el 
espacio extracelular (Figura anexo 2). El ORF lipA (1486 pb), también presenta una alta 
cobertura (92% a 99%) e identidad (76% a 85%) con los ORF de cepas del grupo de P. 
fluorescens. El alto nivel de conservación de estos genes sugiere que estas enzimas cumplen un  
importante rol en el metabolismo y en la interacción bacteriana con su entorno.  
En el caso de exoU (1993 pb) se encontró que solo cuatro cepas (P.  fluorescens SBW25, 
P.  fluorescens A506, P.  fluorescens SS101 y P. synxantha BG33R) presentaban esta enzima 
codificada en su genoma. El ORF de exoU de R4 presenta  alta cobertura (94% a 96%) e 
identidad nucleotídica (70% a 74%) con los ORF de estas cepas (Tabla 3).  
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Tabla 3. Análisis de los ORFs que codifican para las proteínas de ínteres (Loper et al., 2012) 
 
aprA Total Nº nucleótidos (pb)            Covertura Identidad 
Pseudomonas protegens Pf-5 1449 96% 84% 
Pseudomonas fluorescens Pf0-1 1461 97% 83% 
Pseudomonas fluorescens SBW25 1434 100% 90% 
Pseudomonas fluorescens A506 1434 100% 89% 
Pseudomonas chlororaphis 30-84 1449 95% 84% 
Pseudomonas chlororaphis O6 1449 95% 85% 
Pseudomonas brassicacearum 
Q8r1-96 1458 97% 81% 
Pseudomonas fluorescens Q2_87 1458 95% 82% 
Pseudomonas fluorescens SS101 1434 100% 88% 
Pseudomonas synxantha BG33R 1434 100% 89% 
        
lipA Total Nº nucleótidos (pb) Covertura Identidad 
Pseudomonas protegens Pf-5 1854 95% 79% 
Pseudomonas fluorescens Pf0-1 1854 97% 78% 
Pseudomonas fluorescens SBW25 1410 99% 84% 
Pseudomonas fluorescens A506 1425 98% 83% 
Pseudomonas chlororaphis 30-84 1854 98% 79% 
Pseudomonas chlororaphis O6 1854 98% 79% 
Pseudomonas brassicacearum 
Q8r1-96 1854 92% 78% 
Pseudomonas fluorescens Q2_87 1854 94% 76% 
Pseudomonas fluorescens SS101 1425 98% 85% 
Pseudomonas synxantha BG33R 1425 99% 84% 
        
exoU Total Nº nucleótidos (pb) Covertura Identidad 
Pseudomonas fluorescens SBW25 1932 95% 70% 
Pseudomonas fluorescens A506 1920 94% 73% 
Pseudomonas fluorescens SS101 1920 94% 73% 
Pseudomonas synxantha BG33R 1920 96% 72% 
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6.2 Expresión de proteínas recombinantes 
 
 En las fracciones solubles se pudo visualizar la sobre expresión de proteínas a la masa 
molecular esperada de AprA, LipA y ExoU (Figura 9). Sin embargo, las fracciones insolubles 
presentaron una proporción de proteínas recombinantes significativamente mayor que las 
fracciones solubles (Figura 10). La mayor cantidad de proteínas recombinantes en la fracción 
insoluble se puede deber a que el microambiente citosólico de E. coli difiere al de la cepa R4 en 
cuanto a las condiciones de pH, osmolaridad, cofactores, y mecanismos de plegamiento 
provocando la agregación e insolubilidad de las proteínas. Además, el alto nivel de expresión 
generado por la inducción con IPTG de la RNA polimerasa T7, pudo generar un alto nivel de 
síntesis de enzimas recombinantes, favoreciendo la interacción entre las regiones o dominios 
hidrófobos de las enzimas (Eiberler y Jungbauer, 2010). Todos estos factores conducen a la 
inestabilidad de las proteínas y a su agregación formando cuerpos inclusión (CI), los cuales se 
han descrito pueden presentar un gran porcentaje de la proteína de interés (90%) (García et al., 
2013). Estos antecedentes sugieren que los agregados insolubles de las enzimas recombinantes 
AprA, LipA y ExoU podrían corresponder a CI, generados por la agregación del exceso de 
proteínas recombinantes por efecto de la inducción con IPTG y por las condiciones del 
microambiente citosólico de E. coli (temperatura, pH, etc) (Figura 10A). Las ventajas de la 
formación de los CI es que las proteínas recombinantes son protegidas de degradación 
proteolítica y pueden ser acumulados en el citoplasma en una mayor proporción que en su forma 
soluble. Además, el CI resguarda a la célula contra la toxicidad de la proteína recombinante, ya 
que no presentan actividad biológica (Carrio y Villaverde, 2003; De Santi et al., 2010; Rosano y 
Ceccarelli, 2014; Singh et al., 2015; Ventura y Villaverde 2006). Siendo estas ventajas favorables 
para la expresión de las enzimas recombinantes AprA, LipA y ExoU cuya sobre expresión en 
forma soluble podría provocar la citotoxidad celular por la degradación de la matriz celular rica 
en proteínas, lípidos y fosfolípidos. Cabe señalar, que la formación de CI por la expresión 
heteróloga de la proteasa AprA en E. coli BL21(DE3) ha sido previamente descrita en el estudio 
de Zhang et al., (2012). En este trabajo evaluaron la importancia del cofactor Ca
+2
 en el 
plegamiento y funcionalidad de la proteasa AprA de P. aeruginosa expresada heterólogamente en 
E. coli. 
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6.3 Renaturalización de las proteínas de la fracción insoluble 
 
Para obtener las enzimas recombinantes funcionales se realizó la renaturalización 
mediante la diálisis de las fracciones de proteínas solubilizadas en urea. Este agente caotrópico, 
disuelve las interacciones intermoleculares entre proteínas permitiendo su solubilización (Figura 
10A). Finalmente, por medio de la diálisis se redujo la concentración de urea de forma paulatina 
favoreciendo las interacciones intramoleculares de la proteína, lográndose un correcto 
plegamiento (soluble y funcional). Al comparar el perfil de proteínas previo y posterior a la 
renaturalización (Figura 10A y 10B, respectivamente) no se observó degradación de las enzimas 
LipA y ExoU. Sin embargo, se observó una disminución significativa de la proteína AprA, 
sugiriendo la autodegradación de esta enzima durante el proceso de renaturalización. Estudios de 
la actividad catalítica de AprA en P. aeruginosa indican que esta enzima degrada un amplio 
rango de sustratos y que no presentan una clara especificidad por cierto tipo de aminoácidos en el 
sitio de corte (Louis et al., 1998; Louis et al., 1999). Estos antecedentes sugieren que AprA 
puede ser susceptible a la autodegradación. 
6.4 Evaluación de actividad enzimática  
 
Los extractos de proteínas totales de las fracciones insolubles renaturalizada y 
enriquecidas con las enzimas recombinantes Apra y LipA presentaron una mayor actividad 
enzimática sobre los sustratos gelatina y tributirina, respectivamente (Figura 12). Esto sugiere 
que la fracción insoluble presentó una mayor cantidad de enzima activa que la fracción soluble y 
demostró que el proceso de renaturalización generó una conformación tridimensional activa de 
las proteínas. Por otra parte, la fracción soluble e insoluble de ExoU recombinante presentó 
similar actividad en ambas fracciones (Figura 12), a pesar de la significativa menor cantidad de 
ExoU en la primera fracción con respecto a la segunda. Esta inconsistencia podría deberse a que 
el ensayo enzimático no presenta la sensibilidad suficiente para poder establecer diferencias entre 
ambas fracciones o deberse a que la renaturalización de las enzimas no generó la suficiente 
cantidad de enzima activa. 
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6.5 Evaluación de la actividad nematicida de extractos de proteínas de la fracción insoluble 
renaturalizada 
 
Se emplearon los criterios de pérdida de movilidad y daños estructurales para evaluar la 
actividad nematicida de las enzimas recombinantes provenientes de las fracciones insolubles 
renaturalizadas. Se requirió una concentración 10 veces mayor de extracto de proteínas 
enriquecida en AprA (500 µg/mL) que de las lipasas (50 µg/mL de LipA y 50 µg/mL de ExoU) 
para lograr la pérdida de movilidad después de 2 h de incubación (Figura 13). La menor actividad 
nematicida de AprA se podría deber a la menor cantidad de esta enzima en el extracto de 
proteínas debido a su autodegradación. Consistentemente, con los resultados de los extractos de 
enzimas individuales, las mezclas de enzimas mostraron igual o mayor efecto nematicida a las 2 
horas de incubación (Figura 13). El extracto de proteínas totales de E. coli BL21(DE3) empleado 
como control ejerció un efecto antagonista significativamente menor sobre X. index alcanzando 
un tercio de lo observado en la aplicación de las proteínas mencionadas anteriormente.    
 La cutícula de los nematodos está constituida por una capa externa lipídica de 100 Å, y 
por una matriz compuesta por proteínas similares a la queratina y colágenos, junto con proteínas 
fibrilares de tipo elastina y fibrina que son susceptibles a la degradación de enzimas hidrolíticas 
(Davies y Curtis, 2011). Más internamente se encuentran la hipodermis constituida por grasa y 
glicógenos y el tejido muscular. Enzimas secretadas por bacterias del género Pseudomonas y 
Bacillus han sido caracterizadas por su capacidad de degradar componentes estructurales de la 
cutícula de nematodos (proteínas, quitina y lípidos) permitiendo la penetración y colonización de 
bacterias en los tejidos internos de éstos (Tian et al., 2007; Yang et al., 2013). Análisis de 
microscopía electrónica de barrido mostraron los daños estructurales sobre la cutícula, 
deshidratación y exposición de tejidos internos de los nematodos X. index expuestos a los 
extractos enriquecidos con las enzimas LipA (Figura 14B) y ExoU (Figura 14C) 
respectivamente, y por las mezclas de enzimas, LipA-ExoU (Figura 14D) y LipA-ExoU-AprA 
(Figura 14G y 14H). La degradación proteolítica no se visualizó en las micrografías, por lo tanto, 
no se evidenciaron daños estructurales en la cutícula de los nematodos expuestos a AprA (Figura 
14A), LipA-AprA (Figura 14E) y ExoU-AprA (Figura 14F). Esto se podría deber a la menor 
cantidad de enzima AprA presente en los extractos por consecuencia de su autolisis y a la 
degradación que podría estar ejerciendo sobre las lipasas.  
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La metaloproteasa AprA secretada por P. protegens CHA0 ha sido descrita por su 
actividad nematicida en contra de M. incognita. La deleción del gen aprA en la cepa CHA0 
mostró una significativa reducción de su actividad biocontroladora contra M. incognita, 
demostrando que la actividad proteolítica es un importante factor nematicida para esta cepa 
(Siddiqui et al., 2005). También, Pseudomonas putida 1A00316 aislada en la Antártica, ha 
demostrado una alta eficiencia nematicida en ensayos in vitro y de invernadero, en contra de M. 
incognita (Guo et a.l, 2016). Análisis del genoma permitieron determinar que esta cepa presenta 
la proteasa AprA y el sistema de secreción que permite su exportación. Análisis experimentales 
demostraron que este sistema es funcional y que podría estar participando junto con otros dos 
metabolitos secundarios (ácido cianhídrico y ciclo-(I-isoleucil-I-prolina)) en la actividad 
nematicida (Guo et al., 2016). 
Enzimas hidrolíticas producidas por bacterias Gram positivo han sido ampliamente 
descritas por participar en la degradación de componentes estructurales de los nematodos. 
Ejemplo de esto son las serin proteasas alcalinas secretadas por Brevibacillus laterosporus G4 
(30 kDa) y Serratia A88copa13 (70 kDa) que presentan actividad nematicida contra el 
fitopatógeno Bursaphelenchus xylophilus y el nematodo de vida libre Panagrellus redivivus 
(Huang et al., 2005; Paiva et al., 2013). El estudio de Gen et al., (2016) determinaron que la cepa 
Bacillus firmus DS-1 comercializada por su actividad nematicida, secreta una serin proteasa 
llamada Sep1 que demostró alta toxicidad contra el nematodo fitopatógeno M. incognita. 
Ensayos de exposición de Sep1 a nematodos M. incognita mostraron la degradación de tejidos 
intestinales de los nematodos y una discreta degradación de la cutícula. La concentración de 
enzima que ejerció actividad nematicida significativa fue de 500 µg/mL, la misma concentración 
de enzima que mostró efecto nematicida en los ensayos realizado en esta tesis. 
A pesar de que estas proteasas no fueron el único factor nematicida que secretan estas 
bacterias, demostraron ser importantes factores de virulencia, debido a que los microdaños 
producidos por las enzimas en la cutícula del nematodo hacen que sean susceptible a otros 
metabolitos tóxicos secretados por la misma bacteria u otros microorganismos, generando un 
efecto sinérgico entre los distintos mecanismos nematicidas.  
Por otra parte, la actividad lipolítica como factor biocontrolador de nematodos ha sido 
escasamente descrita. El estudio de Paiva et al., (2013) determinó la presencia de lipasas en 
exudados de cepas Pseudomonas lutea y P. putida que colonizan nematodos y presentan 
  
 
 
48 
actividad nematicida sobre Bursaphelenchus xylophilus. Recientemente, en el estudio de 
Castañeda-Catañeda-Álvarez et al., (2016) encontraron que las cepas que presentaron mayor 
actividad nematicida contra X. index fueron aquellas que secretaron adicionalmente lipasas 
además de proteasas y ácido sulfhídrico. Por otra parte, el rol de la fosfolipasa ExoU sobre la 
actividad biocontroladora de fitopatógenos no ha sido estudiado, a pesar de que esta enzima esta 
codificada en el genoma de cepas de P. fluorescens que son comercializadas por su actividad 
biocontroladora y promotora del crecimiento (eg. P. fluorescens SBW25) (Loper et al., 2012). 
Sin embargo, ExoU ha sido ampliamente caracterizada en P. aeruginosa por ser un factor de 
virulencia. Esta enzima es una proteína efectora del sistema de secreción tipo III y provoca daños 
en la membrana de diferentes organelos y fragmentación vacuolar en levadura (Sato y Frank, 
2004). En células de mamíferos provoca daños irreversibles en la membrana citoplasmática y 
una rápida necrosis celular (Banerji y Flieger et al., 2004; Bleves et al., 2010; Feltman et al., 
2001). Además, se ha determinado que se requieren de 300 a 600 moléculas/ células de ovario de 
hámster chino (Chinese hamster ovary, CHO) para provocar citoxicidad (Phillips et al., 2003; 
Rabin et al., 2006). Estos antecedentes dan cuenta que una baja concentración de esta enzima 
podría provocar importantes daños en la membrana celular del nematodo. Concordantemente, la 
exposición a ExoU generó los mayores daños estructuras (Figura 14C) en comparación con la 
incubación con las otras enzimas (Figura 14A y 14B).  
Finalmente, los resultados presentados en esta tesis indican que la actividad proteolítica de 
AprA y lipolítica de las enzimas LipA y ExoU tienen un rol relevante en la actividad 
biocontroladora de P. veronii R4.  
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6.6 Proyecciones y potencial uso biotecnológico 
 
Los resultados obtenidos avalan el uso de R4 en biocontrol de nematodos. Este podría 
abordarse tanto a través del uso directo del microorganismo, como a través de la utilidad que 
brindan sus genes. Mientras que para el primer caso existirán iniciativas de I+D que busquen 
formas efectivas de aplicación y dosificación de R4 en campos y zonas afectadas por nematodos, 
el uso de sus genes podría involucrar alternativas de ingeniería genética de plantas, en las que se 
busque la sobre-expresión de estos genes en los cultivos afectados (en este caso inmediato, la 
vid). Tampoco podrá descartarse el uso de proteínas aplicadas y dosificadas de forma aislada, a 
través de otros desarrollos que involucren nanotecnología (inclusión de proteínas en 
nanodosificadores o superficies) o el uso masivo como un producto estable tipo spray. 
 
En base a la actividad nematicida que presentan las enzimas AprA, LipA y ExoU se 
podría formular un biopesticida que permitiera la coexistencia, estabilidad y preserve la actividad 
de estas enzimas para el control de nematodos. En la actualidad se comercializa en Chile, el 
biopesticida 3Tac, de Avance Biotechnologies Chile S.A, un fungicida de amplio espectro, que 
está formulado en base a quitinasas, xylanasas, peptidasas y glucanasas extraídas y estabilizadas 
desde tres especies de Trichoderma spp. La comercialización de este producto sienta antecedente 
acerca de la factibilidad de esta proyección biotecnológica. 
Finalmente, en un escenario de aceptación de cultivos transgénicos, estudios de expresión 
heteróloga de AprA, LipA y ExoU en plantas modificadas genéticamente que pueden generar 
potenciales plantas resistentes a nematodos. Esto será de interés evaluar sobretodo en el uso de 
portainjertos en el cultivo de la vid.  
También es posible pensar que, a través de la transformación genética vegetal, es posible 
proponer el escalamiento productivo de estas enzimas en cultivos de alta producción de biomasa, 
y luego de ello, buscar formas de aplicación masiva directa. 
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7. CONCLUSIONES 
 
El uso de las secuencias codificantes predichas del análisis informático del genoma de R4 
permitió generar proteínas recombinantes que expresadas de forma heteróloga llevaron a la 
obtención de enzimas funcionales con actividad nematicida. 
 
Los resultados de expresión heteróloga confirman el rol de estas enzimas en la actividad 
antagonista global observada para P. veronii R4 sobre biocontrol de X. index. 
 
Análisis de movilidad y de microscopía electrónica de barrido evidenciaron que la 
exposición de X. index a las proteínas recombinantes ExoU y LipA, de forma individual y en 
mezcla, generaron una mayor actividad nematicida que la exposición con AprA o sus 
combinaciones.  
 
Los resultados obtenidos permitieron indicar que, dentro de la batería de mecanismos 
empleados por R4 para ejercer su actividad nematicida, la secreción de enzimas extracelulares 
preferentemente lipasas puede ocupar un rol de importancia.  
 
Las lipasas  ExoU y LipA representan factores novedosos dentro de lo descrito en control 
nematicida; destaca ExoU, enzima que no ha sido descrita en Pseudomonas spp. para este rol 
biocontrolador. 
 
Mientras los resultados obtenidos confirman el uso de la cepa R4 en aplicaciones 
biotecnológicas, el uso de sus proteínas recombinantes también puede constituir un elemento de 
interés biotecnológico como nematicida, a través de otras opciones tecnológicas como la 
aplicación de ingeniería genética de plantas. 
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